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食中毒の原因となる麻痺性貝毒 (Paralytic Shellfish Poison) は化学的性状及び毒性が大きく
異なる多数の Saxitoxin 同族体の混合物として存在する。二枚貝による蓄積・代謝の過程で容易に
毒組成が変化することから、その変換に酵素も関与することが疑われている。粗抽出物を使った実



















2002 年 6 月に愛知県で採取したバカガイ中腸腺 225g から酵素を抽出した後、硫安分画、Octyl 
Sepharose、DEAE-Toyopearl 650M、HiLoadTM 16/60 Superdex 200pg、ConA Sepharose、Mono 
Q の各カラムクロマトグラフィーで順次精製し、最終的に比活性 3370 μU/ｍｇの精製酵素 290μ




Carbamoyalse I は Superdex 200pg の溶出位置から分子量 190 kDa と推定されたが(Fig.2)、最
37
終精製標品は還元条件下の SDS-PAGE で約 1/2 の 94 kDa のバンドを与えた(Fig.3)。非還元条件
下の SDS-PAGE で観察された 200 kDa 付近のバンドは、還元条件では低分子量 94 kDa のバンド
に収斂したことから、carbamoylaseⅠは S-S 結合により形成される二量体と判断した。PAS 染色
により赤色を呈したことから、糖タンパク質であることが明らかになった(Fig.3)。MALDI-TOF-MS 
で測定した単量体の分子量は約 75 kDa であり、糖タンパク質であるためにゲルろ過カラム、電気
泳動で過大の分子量を与えたと推定した。また、Glycopeptidase F の処理により SDS-PAGE 上で
の分子量が小さくなったことから N-glycan 糖鎖を有することが確認できた。完全に糖鎖を除くこ
とができなかったが、SDS-PAGE での分子量から計算すると、少なくとも 15 %以上の糖を含むこ
とが明らかとなった。 
Edman 法で Val から始まる N-末端の 19 個アミノ酸残基配列を決定した (Fig.4)。また、
SDS-PAGE で電気泳動後、ゲル内でトリプシン消化し MALDI-TOF-MS に供し(Fig.5)、ペプチド
のパターンをデータベース検索したが、類似するタンパク質は無かった。さらに 50 % H218O を用
いてトリプシンで消化後、QqTOF-MS/MS で測定し、デノボシークエンス法で一部のペプチドの
アミノ酸配列を決定した(Fig.6)。 m/z 1628.8 のペプチドのアミノ酸配列は線虫 Caenorhabditis 









本酵素の STX に対する Km 値は 3.0μM、Vmax は 40 pmole/min·μｇであった。 
 
第六章 PMF 法による carbamoylaseⅠと carbamoylaseⅡとの比較 
酵素の精製過程で carbamoylase Ⅰと分離した Carbamoylase Ⅱのゲルろ過カラム及び

































Activity per one 
gram of tissues Specific activity 
(%) (μU / mg)
Digestive glands 73.4 283 12.1
Crystalline style 6.6 201 35.9
Foot 2.5 3 0.1
Mantle 4.0 8 0.5
Gill 5.7 15 0.9
Siphon 1.4 4 0.3
Adductor 2.2 5 0.3
Others 4.1 20 0.9
Table 1. Distribution of  carbamoylase among the tissues 
of M. chinensis. 
(μU / g)
dcGTX2/3R: H         GTX2/3R: SO3 – C1/C2
11
13
M. chinensis enzyme extract


























Mobile phase: 50mM KPB (pH 7.0) containing 50 mM NaCl
Flow rate: 0.5 ml/min Volume of one fraction: 1.0 ml










Standard proteins (kDa)200 150 66 29
Val – Arg – Thr – Pro – Val – Thr – Val – Gln – Thr – Lys – Val –
- [APS / Gly] – Asn – [Ile / Val] – Lys – Xaa –Tyr – Glu*– Glu*
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
12 13 14 15 16 17 18 19
Xaa was an uncertain residue, and “ * ” was an inferential residue
Fig. 4.  N-Terminal sequence of carbamoylase Ⅰ
Precursor ion  926.5
(N-terminal)                     (C-terminal)
Arg-Met-Phe-Gly-Phe-[Ile/Leu]-Arg
Arg-Met-Phe-Gly-Met-Glu-Arg                        








Precursor ion  1637.7
Thr-Tyr-Met-Tyr-Glu-[Ile/Leu]-Gly-Phe-Asp-Thr-[Gln/Lys]-Asn-Arg 
Precursor ion  1715.8
Arg-Glu-His-Glu-Asn-[Ile/Leu]-Gly-Asn-Phe-Asn-Asp-Asn-Thr-Arg 
Fig. 6.  Sequence of tryptic peptides of carbamoylase Ⅰ
Protein was in-gel digested in 50% H218O and amino acid sequences of five trypic peptides 
were determined with MALDI-Qq-TOF MS/MS           
Ammonium sulfate precipitation
Extraction with 100 mM KPB (pH 7.0)
Octyl Sepharose
Carbamoylase Ⅰ 290 μg  (Specific activity 3370 μU / mg)
Digestive glands  225 g
Scheme 1.  Purification of carbamoylase Ⅰ
DEAE Toyopearl 650M 
Mono Q HR 5/5 
Con A Sepharose








Fig. 3.  SDS-PAGE of  carbamoylase I
Ruby PAS
(10% SDS-PAGE)

















Fig. 5.  MALDI-TOF MS spectrum of carbamoylase Ⅰ-
trypsin digest.
(2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) was used  as a matrix)


















* Incubation was carried out using the mixture of C11- isomers
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側鎖を加水分解するセリン関連のカルバミラーゼであり、分子量 94 kDa の糖タンパク質のホ
モダイマーであることを明らかにしている。また、基質特異性を明らかにし、構造活性相関に
興味有る知見を与えた。さらに N-末端および内部アミノ酸配列の一部を明らかにし、分子生物
学的研究への道を拓いている。また、生体内の機能としてはアセチルコリンエステラーゼの可
能性を示唆している。 
応用面としては、化学的には難しい反応を触媒する酵素であるので、入手の難しい毒の標準
品の調製や他機能を示す新規誘導体の調製に利用されることが期待される。 
 以上の研究成果は自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示
している。したがって，林錫斌提出の論文は，博士（生命科学）の博士論文として合格と認め
る。 
 
40
